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(M) PROCEDE D'OBTENTION DE PARTICULES SOLIDES A PARTIR D'AU MOINS UN PRODUIT 
HYDROSOLUBLE. 



(5y La presente invention concerne un procede d'obten- 
tion de particules solides a partir d'au moins un produit hy- 
drosoluble. 

Ce procede est caracterise en ce qu'il comporte les eta- 
pes consistant a mettre en solution ledit produit au sein 
d'une phase aqueuse, realiser une emulsion, ou une micro- 
emulsion, constitute de ce melange aqueux et d'une phase 
^ organique polaire, mettre en contact cette emulsion, ou cet- 

<te micro-emulsion, avec un fluide a pression supercritique, 
ou un gaz liquefie, de fagon que celui-ci extrait la phase or- 
i ganique et I'eau, provoquant ainsi la precipitation de parti- 
cules solides constitutes du produit hydrosoluble, et 
^ recueillir les particules ainsi formees. 
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La presente invention concerne un procede destine a la 
production de fines particules solides a partir d'un 
produit hydrosoluble . 

On sait que de nombreuses industries utilisent des 
5 solides sous forme pulverulente et ces poudres se 
presentent soit sous forme de particules simples 
constitutes uniquement d' un seul composant, soit sous forme 
de particules complexes constitutes soit d' un principe 
actif disperse au sein d ! un revetement adapte, soit d'un 
10 cceur en une certaine matiere et" d'un revetement en une 
autre matiere. 

L' industrie pharmaceutique, mais egalement l'industrie 
des cosmetiques et 1' agrochimie, requierent de nouvelles 
formulations afin d'ameliorer 1' ef f icacite de certaines 

15 molecules d' interet therapeutique, dermatologique ou 
phytosanitaire . Ainsi, on cherche les moyens d f augmenter la 
solubilite dans les milieux biologiques de principes actifs 
insolubles ou tres peu solubles, afin d r augmenter leur bio- 
disponibilite, de diminuer les doses administrees et done 

20 de reduire les effets secondaires- De meme, il est parfois 
interessant d T obtenir une dissolution controlee au sein des 
tissus ou des fluides biologiques tels que le sang ou la 
lymphe. Pour ce faire, on utilise alors pref erent iellement 
soit des formes tres dispersees des principes actifs ayant 

25 une vitesse de dissolution beaucoup plus rapide que les 
poudres usuelles, soit des micro-capsules de type dit a 
structure matricieile, appelees parfois egalement micro- 
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spheres, qui sont constituees d'un melange aussi homogene 
que possible des particules de principe actif au sein d'un 
excipient, Idealement, le principe actif est li tteralement 
dissous au sein de l'excipient. 

On cherche egalement a eviter la perte d'activite 
biologique qui est due aux problemes d' instability dans les 
milieux aqueux ou pendant le stockage en presence de 
I'oxygene, de l'humidite de l'air ou de la lumiere, ou 
encore a realiser une protection efficace de certaines 
molecules qui seraient detruites des leur absorption par 
les enzymes digestifs. Differents excipients sont utilises 
en vue de resoudre ces problemes, sans toutefois permettre 
de proposer des solutions satisf aisantes dans de nombreux 
cas. Les micro-capsules constituees d'un « coeur » et d'une 
« ecorce » repondent bien a ce besoin, et les micro-spheres 
a structure matricielle peuvent egalement etre employees a 
cette fin. 

L'interet de ces structures est tel que de nombreux 
procedes d'obtention ont ete decrits et sont, pour 
certains, en cours d' exploitation industrielle . Toutefois, 
on notera qu'il est particulierement difficile de fabriquer 
de telles poudres tres fines, de telles micro-spheres ou 
micro-capsules a partir de bio-molecules et 
particulierement de proteines d' interet therapeut ique, en 
raison de la grande fragilite de ces produits dont la 
denaturation est irreversible. On salt, en effet, qu' a la 
difference des produits chimiques ou biologiques 
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classiques, les proteines sont des edifices complexes et 
fragiles dont 1' activity bioiogique est etroitement liee a 
la conformation tridimensionnelle qui peut etre affectee 
par 1' environnement de la molecule, ce qui entraine une 

5 destruction generalement irreversible de son activite 
bioiogique. Cette fragilite est particulierement grande 
pour de nombreuses proteines de haut interet therapeutique 
dont la production commence a etre mise en ceuvre selon les 
nouvelles biotechnologies, mais dont la mise en ceuvre 

10 therapeutique s'avere extremement delicate 

II est connu dans l'etat anterieur de la technique que 
les fluides supercritiques, et particulierement le dioxyde 
de carbone supercritique, sont largement utilises en vue de 
realiser des poudres tres fines qui sont susceptibles de se 

15 dissoudre tres rapidement ou d'etre utilisables par 
ingestion par les voies respiratoires . Les fluides 
supercritiques sont egalement utilises en vue d'obtenir des 
particules complexes consistant en des melanges de 
differentes morphologies du principe actif et d'un 

20 excipient, telles que les micro-spheres ou les micro- 
capsules . 

On rappellera tout d'abord les differents etats d'un 
fluide et ses proprietes dans chacun de ces etats. On sait 
que les corps sont generalement connus sous trois etats, a 
25 savoir solide, liquide ou gazeux et que l'on passe de l'un 
a 1' autre en faisant varier la temperature et/ou la 
pression. Outre l'etat solide, il existe l'etat liquide et 
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l'etat gazeux separes par la courbe de 

vaporisation/condensation, mais on sait qu'il existe un 
point au-dela duquel on peut passer de fagon continue de 
l'etat liquide a l'etat de gaz ou de vapeur sans passer par 

5 une ebullition ou a 1' inverse par une condensation. Ce 
point est appele le point critique PC. 

L'etat supercritique est caracterise soit par une 
pression et une temperature respectivement superieures a la 
pression et a la temperature critiques dans le cas d'un 

10 corps pur, soit par un point representatif (pression, 
temperature) situe au-dela de l'enveloppe des points 
critiques representes sur un diagrarame (pression, 
temperature) dans le cas d' un melange. II presente alors, a 
l'egard de tres nombreuses substances, un pouvoir solvant 

15 eleve, sans commune mesure avec celui qu'il possede a 
l T egard de ce meme fluide lorsqu'il se trouve a l'etat de 
gaz comprime. 

II en est de meme des liquides dits "sub-critiques", 
c'est-a-dire des liquides qui se trouvent dans un etat 

20 caracterise soit par une pression superieure a la pression 
critique et par une temperature inferieure a la temperature 
critique dans le cas d' un corps pur, soit par une pression 
superieure aux pressions critiques et une temperature 
inferieure aux temperatures critiques des composants dans 

25 le cas d r un melange (voir a ce sujet 1' article de Michel 
PERRUT - Les Techniques de l'Ingenieur « Extraction par 
fluide supercritique, J 2 770 - 1 a 12, 1999 ») . On peut 
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egalement utiliser un gaz liquefie, c T est-a-dire un fluide 
gazeux dans les conditions de pression atmospherique et de 
temperature voisines de l'ambiante, maintenu a 1 1 etat 
liquide a une temperature inferieure a sa temperature 
5 critique et, a fortiori, a sa temperature d f ebullition a la 
pression consideree. Les variations importantes et 
modulables du pouvoir solvant des . f luides a pression 
supercritique et des gaz liquefies sont d' ailleurs 
utilisees dans de nombreux procedes d' extraction 
10 (solide/f luide) , de f ractionnement (liquide/f luide) , de 
chromatographie analytique ou preparative, de traitement 
des materiaux (ceramiques, polymeres) et de generation de 
particules. Des reactions chimiques ou biochimiques sont 
egalement realisees dans de tels solvants. 
15 ii est a noter que les proprietes physico-chimiques du 

dioxyde de carbone ainsi que ses parametres critiques 
(pression critique : 7,4 MPa et temperature critique : 
31°C) en font le solvant prefere dans de ^ nombreuses 
applications, d r autant qu f il ne presente pas de toxicite et 
20 qu'il est disponible a tres bas prix en tres grande 
quantite. D ! autres f luides peuvent egalement etre utilises 
dans des conditions voisines, comme le protoxyde d T azote, 
les hydrocarbures legers ayant deux a quatre atomes de 
carbone, et certains hydrocarbures halogenes . 
25 On notera que l'eau est en general tres peu soluble 

dans les fluides a pression supercritique et les gaz 
liquefies classiquement utilises, et en particulier dans le 
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ciioxyde de carbone sous haute pression au sein duquel l'eau 
n'est soluble qu'a raison de 1 a 3 g/kg entre 25°C et 50°C. 
Ceci conduit a une importante limitation dans 1' application 
des procedes visant a obtenir des particules lorsque les 

5 produits a traiter ne peuvent etre mis en solution que dans 
des milieux aqueux, tels que les bio-molecules et 
particulierement les proteines et les peptides. 

On notera egalement que, par contre, l'eau peut etre 
raise en solution dans le dioxyde de carbone, a des 

10 concentrations signif icatives atteignant plusieurs dizaines 
de grammes par kilogramme lorsque le dioxyde de carbone est 
additionne d' un co-solvant polaire qui va jouer le role 
d' entraineur de l'eau. On utilise ainsi principalement a 
cette fin les alcools et plus particulierement I'ethanol. 

15 Dans la suite, et par commodite de langage, on 

appellera fluide a pression supercritique un fluide porte a 
une pression superieure a sa pression critique, c'est-a- 
dire soit un fluide supercritique proprement dit, soit un 
liquide dit sub-critique comme defini ci-dessus. De meme, 

20 on appellera gaz liquefie un liquide constitue d' un compose 
qui se trouve a l'etat gazeux a pression atmospherique et a 
temperature ambiante, qui est porte a une temperature 
inferieure a sa temperature d T ebullition a la pression 
consideree . 

25 D'apres des dizaines de publications sclent if iques et 

de brevets, on salt que l'on peut obtenir des micro- 
particules, d' une granulometrie generalement comprise entre 
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1 |Ltm et 10 [xni f et des nano-particules d'une granulometrie 
generalement comprise entre 0,1 \xm et 1 jJin, en utilisant 
des procedes mettant en oeuvre les fluides supercritiques, 
tels que le procede connu sous la denomination de RESS 

5 consistant a detendre tres rapidement a basse pression une 
solution du produit a atomiser dans un fluide 
supercritique, ou le procede anti-solvant connu sous 
differentes denominations SAS, SEDS, PCA, ASES consistant a 
pulveriser une solution du produit a atomiser dans un 

10 solvant organique ou aqueux au sein d' un courant de fluide 
en etat supercritique. 

Ces procedes permettent d f obtenir une poudre de 
particules tres fines dispersees au sein d'un. courant 
gazeux a faible pression (procede RESS) , ainsi que decrit 

15 par exemple dans le brevet US -A- 4, 582, 731, ou a pression 
elevee (procede SAS) ainsi que decrit par exemple dans les 
brevets US-A-5, 707 , 634, EP-A-0 322 687 et US-A-5, 043, 280 . 

L'homme du metier sait toutefois que le p"rocede RESS 
n'est pas applicable a . .la plupart des molecules solubles 

20 dans 1'eau, coitime les bio-molecules, car elles ne sont pas 
du tout solubles dans les fluides a pression supercritique 
et dans les gaz liquefies. De meme, les procedes de type 
anti-solvant sont adaptes au traitement de principes actifs 
solubles dans les solvants organiques, et ne peuvent etre 

25 que dif f icilement mis en oeuvre lorsque le produit a 
traiter ne peut etre dissous que dans de 1'eau. En effet, 
l'eau etant quasiment insoluble dans les fluides a pression 



2824754 

8 

supercritique et dans les gaz liquefies, on doit alors 
imperativement utiliser un fluide anti-solvant constitue 
d'un fluide a pression supercritique ou d'un gaz liquefie 
additionne d' un co-solvant polaire, generalement un alcool, 

5 qui va jouer le role d ; entraineur et permettre 
1' elimination de l f eau par le fluide, ceci au prix d' une 
grande complexity et d'un cout de traitement tres eleve. 

II en est de meme des procedes decrits dans le brevet 
US-A-5, 639, 441, selon lesquels une solution aqueuse du 

10 produit est mise en contact avec un fluide a pression 
supercritique puis est rapidement decomprimee a la pression 
atmospherique, generant un aerosol de gouttelettes de 
solution aqueuse du produit qui vont donner naissance a une 
poudre seche lors de 1' elimination de l'eau de ce fluide. 

15 En fait, ce procede est du type sechage par atomisation, 
generalement nomme spray-drying, requerant un apport 
important de chaleur pour faire passer l'eau de la phase 
liquide a la phase gazeuse puisque le fluide ainsi 
decomprime ne presente aucun pouvoir solvant vis-a-vis de 

20 l'eau. 

On notera que les resultats exper imentaux presentes a 
ce jour n'ont ete obtenus qu'a l'echelle du laboratoire ou 
les transferts de chaleur sont tres faciles a mettre en 
oeuvre puisque les flux de chaleur requis sont infimes, 
25 alors qu'au contraire, 'de reelles difficultes de mise en 
ceuvre apparaissent lors de la mise en oeuvre a l'echelle 
industrielle, le procede ainsi decrit ne paraissant pas 
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alors apporter une amelioration significative par rapport 
au procede classique de sechage par atomisation dont on 
connait bien les limites des lors qu' il s'agit d' elaborer 
des poudre s fines de bio-molecules thermo-sensibles . 

5 Dans un article recent (H. Zhang, J. Lu, B. Han, 

"Precipitation of lyzozyme solubilized in reverse micelles 
by dissolved 002% Journal of Supercritical Fluids, 20, 
2001, p. 65-71), on a decrit le principe d T une methode 
originale d'obtention de. poudre de proteine a partir d T une 

10 solution micellaire inverse de cette proteine au sein d T un 
solvant organique, fondee sur la precipitation selective de 
la proteine par contact de la solution micellaire avec du 
dioxyde de carbone sous pression, l'eau restant en solution 
micellaire dans le solvant considere. Outre le fait que cet 

15 article ne decrit qu f un principe et non un procede de raise 
en oeuvre de ce principe, on notera que la poudre de 
proteine ainsi preparee serait impregnee d'eau residuelle 
et de solvant organique, rendant son utilisation ulterieure 
problematique, sauf a lui faire subir un traitement de 

20 purification ulterieur. 

Plusieurs precedes visant a generer des micro-spheres 
selon le principe anti-solvant, particulierement les 
brevets EP-A-0 322 687 et US-A-5, 043, 280, ou des micro- 
capsules en utilisant un fluide a pression supercr itique, 

25 un gaz comprime ou un gaz liquefie, ont ete decrits dans 
les brevets et demandes de brevet EP-A-0 322 687, WO- 
95/01221, WO-96/00610, EP-A-0 706 821, FR-A-2 753 639, FR- 
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00.00185, EP-A-0 744 992, WO-98/15348 et FR-00. 13393. Les 
brevets EP-A-0 322 687 et US-A-5, 043, 280, decrivent une 
famille de procedes permettant de preparer des micro- 
spheres en mettant en" contact une solution liquide du 

5 principe actif et de l'excipient avec un fluide 
supercritique, appliquant sans le nommer, le concept anti- 
solvant. On notera que ces brevets ne revendiquent pas la 
preparation de particules de produits purs, mais uniquement 
la preparation de particules complexes de type micro- 

10 spheres. 

Un autre procede, decrit dans les brevets EP-A-0 706 
821 et WO 98/15348, repose sur la raise en solution de 
1' agent de revetement dans le fluide a pression 
supercritique. L'homme du metier salt que la plupart des 

15 revetements utilises pour la mise en forme de micro- 
capsules sont insolubles dans de tels fluides, ce qui 
limite considerablement la portee pratique de ce procede. 

A fortiori, le procede decrit dans plusieurs articles 
de l'equipe de P. Debenedetti, (dont par exemple on citera 

20 : P. Debenedetti, J.W. Tom, S.D. Yeo, G.B. Lim "Application 
of Supercritical Fluids for the Production of Sustained 
Delivery Devices' 7 , Journal of Controlled Releaser 2A f 1993, 
27-44), consistant a pulveriser une solution de 1' agent de 
revetement et du principe actif dans le fluide a pression 

25 supercritique connait-ii des applications encore beaucoup 
plus limitees. 
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Afin d'eviter ces limitations, plusieurs brevets, dont 
les brevets et demandes de brevet EP-A-0 322 687, WO 
95/01221 et WO 96/00610, decrivent 1' elaboration de micro- 
capsules ou de micro-spheres selon le concept du procede 

5 anti-solvant . Ce procede implique la raise en solution de 
1' agent de revetement et du principe actif dans un ou 
plusieurs solvants organiques ou aqueux, dont la necessaire 
dissolution -dans le fluide a pression supercr itique va 
impliquer de fagon incontournable 1' utilisation d' au moins 

10 un solvant ou co-solvant organique, avec les inconvenients 
que cela comporte : Problemes importants de recuperation du 
solvant et de purification des micro-capsules obtenues, 
difficulty, sinon impossibility de realiser 1' encapsulation 
de bio-molecules comme les proteines, dont la plupart sont 

15 irreversiblement denaturees au contact d'un solvant 
organique . 

Un autre procede, decrit dans le brevet FR-A-2 753 
639, consiste a realiser la coacervation de - 1 ! agent de 
revetement initialement dissous dans un solvant organique 

20 au sein duquel sont maintenues en dispersion les particules 
a revetir, ladite coacervation etant provoquee par un effet 
anti-solvant cause par la dissolution d'un fluide 
supercritique ou d T un gaz liquefie dans ledit solvant 
organique. La recuperation des capsules obtenues est 

25 effectuee apres extraction complete du solvant organique 
par un courant de fluide supercritique ou de gaz liquefie, 
puis decompression du recipient dans lequel a ete effectue 
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1 1 encapsulation, Ce procede presente done egalement 
1' inconvenient de necessiter la mise en ceuvre d' un solvant 
organique au sein duquel les particules d' agent actif 
seront dispersees. 

II en est de merne pour la raise en ceuvre de certaines 
revendications de la demande de brevet frangais N° 00. 00185 
decrivant un procede de captation et d' encapsulation de 
particules fines generees par un procede mettant en oeuvre 
un fluide a pression supercritique, selon lequel on capte 
les dites particules en lavant le fluide au sein duquel 
elles ont ete generees par une solution d'un agent de 
revetement qui va precipiter sur les particules et 
constituer des micro-capsules du fait de la sursaturation 
en agent de revetement de la dite solution, causee par 
1' interaction entre la dite solution et le fluide 
transportant les particules. Tel n'est pas le cas de 
certaines dispositions de la demande de brevet frangais 
deja citee N°00. 00185, lorsque 1' agent de revetement est 
dissous dans 1'eau, ce qui est toutefois rarement possible 
a mettre en ceuvre . 

Un procede tres different est decrit dans le brevet 
europeen EP-A-0 7 44 992, selon un concept generalement 
denomme «PGSS» ("Particules obtenues a partir de Solutions 
Saturees en Gaz") . Ce procede consiste a dissoudre un 
fluide compressible dans la substance a pulveriser jusqu'a 
la formation d'une solution saturee en fluide, puis a 
decomprimer cette solution de telle fagon que, d ; une part, 
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elle soit pulverisee en fines gouttelettes et, d' autre 
part, le ref roidissement resultant de cette decompression 
induise la solidification de la substance initiale sous 
forme de fines particules solides. Ce brevet revendique 
egalement la production de micro-spheres constitutes d' un 
melange homogene de deux ou plusieurs composes qui sont 
initialement melanges sous forme d'une solution homogene. 

De fagon tres voisine, certaines dispositions de la 
demande de brevet WO-98/15348 decrivent 1' application du 
concept precedent a la fabrication de micro-capsules 
constitutes de particules d' un agent actif qui sont 
encapsulees dans un polymere, en utilisant un fluide a 
pression supercritique qui, en se dissolvant dans le 
polymere, le liquefie a une temperature inferieure a la 
temperature de fusion du polymere et permet la mise en 
suspension des particules de 1' agent actif au sein de cette 
phase liquide saturee elle-meme en fluide supercritique. 
Cette suspension est ensuite detendue § pression 
atmospherique avec formation de micro-capsules du fait de 
la solidification du polymere autour des particules d' agent 
actif . 

On citera egalement le brevet americain US-A- 
5,399,597, qui decrit un procede de production de peinture 
en poudre selon lequel on realise, dans un premier 
recipient agite mecaniquement , un melange comprenant un 
polymere, un agent de reticulation et eventuellement 
d'autres composants entrant dans la composition habituelle 
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d'une peinture (pigments, charges) avec du dioxyde de 
carbone a l'etat supercritique, ce melange etant porte a 
une temperature et a une pression adequates afin que 1'on 
obtienne, apres detente' partielle ou totale de ce melange 

5 dans un second recipient maintenu a une pression nettement 
inferieure a celle du premier, une poudre solide constitute 
d'un melange intime des differents constituants solides 
initiaux Ces particules sont done d'une structure voisine 
de celle des micro-spheres definies ci-dessus . On notera 

10 que ce procede utilise du dioxyde de carbone a pression 
supercritique et que la temperature de mise en ceuvre du 
melange dans. le premier recipient est generalement voisine 
de celle de fusion ou de transition vitreuse du polymere. 

La demande de brevet francais N°00. 09437 decrit quant 

15 a elle la preparation de micro-capsules de principe actif 
dans un fluide comprime a une pression inferieure a sa 
pression critique qui, se dissolvant dans l'excipient, va 
permettre de realiser une suspension homogene de fines 
particules de principe actif, laquelle suspension sera 

20 ensuite pulverisee par detente rapide. 

La presente invention a pour but de proposer un 
procede permettant d'elaborer des poudres tres fines, des 
micro-spheres ou des micro-capsules, d'un diametre 
generalement inferieur a 50 urn, et souvent inferieur a 20 

25 urn a partir notamment ■■ de biomolecules et notamment de 
proteines . 
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La presente invention a ainsi pour objet un procede 
d'obtention de particules solides a partir d' au moins un 
produit hydrosoluble, caracterise en ce qu' il comporte les 
etapes consistant a : 
5 - mettre en solution ledit produit au sein d'une phase 

aqueuse, 

realiser une emulsion, ou une micro-emulsion, 
constitute de ce melange aqueux et d'une phase organique 
polaire, 

10 - mettre en contact cette emulsion, ou cette micro- 

emulsion, avec un fluide a pression supercritique, ou un 
gaz liquefie, de fagon que celui-ci extrait la phase 
organique et l'eau, provoquant ainsi la precipitation de 
particules solides constitutes du produit hydrosoluble, 

15 - recueillir les particules ainsi formees . 

Dans une variante particulierement interessante de 
l f invention la phase aqueuse et/ou la phase organique 
pourra contenir au moins un agent de revetement. Cet agent 
de revetement pourra etre constitue d' au moins un lipide du 

20 type utilise dans les industries pharmaceutiques ou 
cosmetiques ou d' au moins un polymere du type utilise dans 
les industries pharmaceutiques ou cosmetiques. 

Outre le dioxyde de carbone qui est prefere dans de 
nombreuses applications le fluide a pression supercritique, 

25 ou le gaz liquefie, pourra etre egalement du protoxyde 
d' azote ou du dimethylether ou un melange de ces gaz. Le 
solvant organique polaire pourra quant a lui etre un alcool 
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ayant entre 3 et 10 -atonies de carbone, et de preference 
entre 4 et 7 atomes de carbone, ou un ester forme a partir 
d'un acide carboxylique et d'un alcool ayant au total entre 
5 et 12 atomes de carbone, ou une cetone ayant entre 5 et 8 
5 atomes de carbone. 

Le procede pourra etre mis en oeuvre en realisant: 
- une alimentation en continu dans une enceinte, d' une 
part du fluide a pression supercritique ou du gaz liquefie 
et, d' autre part, de 1' emulsion ou de la micro-emulsion et, 
10 - un soutirage en continu de cette enceinte du fluide 

contenant les particules, 

Dans une variante particulierement interessante si 
l'on souhaite elaborer des particules de tres faible 
diametre, inferieur a 1 \im, dans la seconde etape de l f un 
15 des procedes decrits ci-dessus, on preparera une micro- 
emulsion de la solution aqueuse au sein de la phase 
organique selon les techniques classiquement utilisees. La 
taille des globules de phase aqueuse etant tres faible dans 
une telle micro-emulsion, il en resultera la generation de 
20 particules beaucoup plus fines que lorsque l'on traite une 
emulsion classique. 

Dans une autre variante de 1' invention, on preparera 
une emulsion double de type huile/eau/huile, toujours en 
vue d'obtenir une tres grande dispersion de la phase 
25 aqueuse lors de la mise en contact avec le fluide a 
pression supercritique ou le gaz liquefie, de fa^on a 
generer des particules de tres faible diametre. 
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Cette invention est particulierement interessante 
lorsque l'on souhaite obtenir des poudres fines de bio- 
molecules et particulierement de prolines, ou preparer des 
micro-capsules ou des micro-spheres incorporant ces bio- 
molecules. 

A la difference des procedes de l'etat anterieur de la 
technique la presente invention permet d'utiliser une large 
variete d' agents actifs et d' excipients hydrosolubles , et 
d' agents de revetement, De plus elle permet d' obtenir 
facilement des particules steriles des lors que la solution 
agueuse initiale est sterile et que la recuperation des 
particules se fait selon les regies habituelles de 
sterilite, le procede lui-meme etant intrinsequement 
sterile et n' augmentant en rien la charge biologique des 
produits mis en ceuvre . De plus le dioxyde de carbone sous 
pression etant un biocide il ne peut, lorsqu'il est utilise 
selon la presente invention, que faciliter la sterilite de 
1' operation, voire detruire les micrg-organismes 
eventuellement presents dans les fluides de facon 
accidentelle . 

Ces avantages prennent tout leur sens lorsqu'on 
considere 1' atomisation de bio-molecules et 

particulierement de proteines, que l'on peut ainsi obtenir 
sous forme de poudre seche micronisee, a partir d' une 
solution aqueuse en presence d' agents de stabilisation. Ces 
proteines, melangees a des agents de stabilisation, ne 
peuvent en effet etre mises en solution au sein d'un 
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solvant organique come decrit dans les brevets US-A- 
5,707,634, EP-A-0 322 687 et US-A-5, 043, 280 . 

Selon 1' invention, le principe actif est mis en 
solution aqueuse/ eventuellement en presence des agents de 
stabilisation requis pour assurer une bonne stabilite de la 
molecule et de sa conformation tridimensionnelle . Cette 
phase aqueuse est ensuite additionnee a un solvant 
organique polaire choisi pour permettre d'obtenir 
facilement une emulsion qui, si besoin est, pourra etre 
stabilisee en additionnant un ou plusieurs agent (s) 
tensioactif (s) choisi (s) en fonction de la nature du 
solvant organique polaire utilise, selon les connaissances 
bien etablies en la matiere et en respectant les 
contraintes eventuelles liees a 1 ' utilisation du produit, 
en particulier en matiere de toxicite et de reglementation . 
Cette emulsion est ensuite mise en contact avec un fluide a 
pression supercritique ou un gaz liquefie qui va extraire 
le solvant organique et l'eau du fait de l'effet 
d'entrainement lie a la presence de ce solvant dissous dans 
le fluide. C est pourquoi il convient de doser l r emulsion 
de fagon a ce que l'eau puisse etre entierement entrainee 
par le fluide en presence du solvant organique utilise. 
Preferablement, la masse de phase aqueuse mise en emulsion 
sera comprise entre 1% et 30% de la masse du solvant 
organique c'est pourquoi on choisira alors de mettre en 
oeuvre une emulsion eau/huile. On obtiendra ainsi une 
poudre seche constitute de particules du produit accompagne 
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eventuellement des agents de stabilisation presents dans la 
phase aqueuse, et de traces de tensioactif s'il a ete 
utilise pour stabiliser 1' emulsion. . 

On comprendra que le choix du solvant organique est de 
premiere importance puisqu' il doit a la fois permettre de 
realiser une emulsion stable avec une phase aqueuse, etre 
tres soluble dans le fluide a pression supercritique ou le 
gaz liquefie et jouer le role de co-solvant entraineur pour 
permettre 1' extraction de l'eau. De plus, il ne doit pas 
presenter de risques de toxicite inacceptables bien que le 
procede selon 1' invention permette de reduire la 
concentration residuelle de ce solvant dans les particules 
obtenues a des niveaux tres bas et acceptables pour la 
plupart des solvants dans les applications pharmaceutiques, 
cosmetiques ou veterinaires . De nombreux solvants 
presentent ces proprietes, et il se trouve que certains 
alcools, esters et cetones repondent particulierement bien 
a ces criteres. On citera ainsi de fagon non limitative les 
alcools ayant entre 3 et 10 atomes de carbone, de 
preference entre 4 et "7 atomes de carbone, les esters 
formes a partir d' acides carboxyliques et d' alcools ayant 
au total entre 5 et 12 atomes de carbone, des cetones ayant 
entre 5 et 8 atomes de carbone. 

On decrira ci-apres, a titre d' exemple non limitatif, 
diverses formes d r execution de la presente invention, en 
reference au dessin annexe sur lequel : 
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La figure 1 est une vue schematique d'une installation 
permettant de mettre en ceuvre le precede suivant 
1' invention. 

La figure 2 est une vue schematique d'une variante de 
mise en ceuvre de 1' installation representee sur la 
figure 1. 

La figure 3 est une photographie d'une particule de 
BSA ("Albumine Serique Bovine") obtenue par le procede 
suivant 1' invention. 

La figure 4 est une photographie d'une particule de 
BSA stabilisee au mannitol obtenue par le procede suivant 
1' invention. 

La figure 5 est un graphique representant la courbe de 
relargage en fonction du temps d'une proteine. 

La figure 6 est une photographie d'une particule de 
valine obtenue par le procede suivant 1' invention. 

On a represents sur la figure 1 une installation 
permettant de mettre en ceuvre le procede suivant 
1' invention. Cette installation comprend un bac de melange 
1 contenant de l'eau 3 dans laquelle on dissout 1' agent 
actif de fagon a mettre celui-ci en solution. Le bac 1 
communique par une conduite 6 avec un bac melangeur 7 qui 
contient un solvant organique, eventuellement stabilise par 
l'ajout d'un tensioactif approprie. On amene la solution de 
principe actif dans le bac 7 et 1' ensemble est mis en 
emulsion au moyen d'un agitateur 9. Le contenu du bac 
melangeur 7 est amene par une conduite 11 et une pompe 13 
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dans un reacteur 15 sous pression qui recoit par ailleurs, 
par une conduite 17 un fluide a pression supercritique ou 
un gaz liquefie. Ce fluide, porte a la temperature et a la 
pression desiree, extrait rapidement le solvant et l'eau 
contenus dans 1' emulsion et provoque la precipitation de 
1' agent actif sous forme de particules qui sont entralnees 
par le courant de fluide d' ou elles peuvent etre collectees 
sur un filtre 19, qui est dispose dans le fond du reacteur 
15 et au travers duquel percole le fluide sortant de celui- 
ci. Selon la technique connue dans le domaine de 
1' extraction par fluide a pression supercritique, le 
courant de fluide charge en solvant organique et en eau est 
ensuite detendu dans une vanne 21 et la phase liquide 
constitute de solvant organique et d' eau est collectee dans 
des separateurs 23 et 25, le gaz comprime ainsi debarrasse 
de cette phase liquide etant ensuite recycle. 

Dans une variante de 1' invention particulierement 
interessante sur le plan economique, et qui est . representee 
de facon schematique sur la figure 2, on utilise un 
reacteur 15' a fond' cbnique depourvu de filtre, et on 
dirige le flux de fluide charge en particules vers l'un ou 
1' autre de deux recipients de collecte 27 ou 29 qui sont 
chacun pourvus d'un panier 31,33 ferme a sa base par un 
element de filtration. On peut ainsi alimenter en continu 
1' enceinte 15' avec le fluide a pression supercritique ou 
le gaz liquefie d' une part, et avec 1' emulsion d' autre 
part, soutirer en continu le fluide charge en particules et 
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collecter ces dernieres sur l'un des elements de filtration 
pendant que l'on recupere les particules deja collectees 
sur 1' autre element, ceci apres depressurisation et 
ouverture du recipient- ■ de collecte ou encore selon un 
procede come celui decrit dans la demande de brevet 
francais N°99. 15832. 

EXE MP LES DE MISE EN (EUVRE 

Des exemples de mise en ceuvre sont presentes ci-apres 
afin d'illustrer le procede selon 1' invention. 

On a utilise pour leur mise en oeuvre l'equipement de 
generation de particules et de collecte des micro-capsules 
represents sur la figure 1 qui etait d'une taille pilote. 
II utilisait. du dioxyde de carbone a une pression de 
service de 30 MPa et une gaitime de temperature allant de 0°C 
a 80 °C. Le reacteur 15 sous pression etait de forme 
cylindrique, d'un diametre de 0,10 m et d' un volume total 
de 4 litres. II comportait une double enveloppe parcourue 
par un fluide caloporteur permettant de maintenir la 
temperature de 1' ensemble a la valeur desiree. Ce reacteur 
comportait un panier constitue d'un cylindre d'un diametre 
exterieur de 9,2 cm, qui etait ouvert a sa partie 
superieure et ferme a sa partie inferieure par un filtre 19 
constitue d'un disque en metal fritte recouvert d' une 
membrane filtrante en fibres de verre d' une porosite de 1 
urn. Le fluide a ete introduit par un orifice dispose sur 
une bride a la partie superieure du reacteur 15. Les 
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separateurs 23 et 25 etaient constitues de chambres 
cycloniques d' un volume de 200 mL. 

Exemple 1 

Au moyen de I'equipement ainsi decrit on a realise des 
particules tres fines d' albumine de type BSA ( "Albumine 
Serique Bovine") . 

Pour ce faire on a prepare une solution de BSA dans de 
l'eau demineralisee a 40 mg/mL de BSA. L' emulsion a ete 
realisee a pression atmospherique a 20°C par agitation 
rapide d'un melange de 20 mL de cette solution, de 80 mL de 
n-pentanol et 1 g de tensioactif constitue de « Tween 80 » 
(oleate de polyoxyethylenesorbitanne) . Cette emulsion a 
ensuite ete introduite dans le reacteur 15 a raison de 3 
mL/min, au travers d' une buse de 500 urn de diametre dans un 
flux de 15 kg/h de dioxyde de carbone porte a une pression 
de 20 MPa et a 40°C. En fin d' operation, on a collecte 0,7 
g d'une poudre seche de couleur legerement jaune dont un 
echantillon a ete observe dans un microscope electronique a 
balayage comme represents sur la photo de la figure 3. On 
constate ainsi que les particules obtenues sont spheriques, 
legerement agglomerees avec une repartition granulometrique 
comprise entre 0,5 urn et 3 urn. 

Exemple 2 

L'essai realise a 1' exemple 1 a ete reproduit dans des 
conditions voisines, a la difference que l'on a utilise du 
mannitol pour stabiliser la proteine. 
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On a ainsi prepare une solution dans de l'eau 
demineralisee a 36 rng/mL de BSA et a 4 mg/mL de mannitol. 
L' emulsion a ete realisee a pression atmospherique a 20°C, 
par agitation rapids d'un melange de 20 mL de cette 

5 solution, de 80 mL de n-pentanol et lg de tensioactif 
constitue de « Tween 80 ». La mise en contact avec le 
dioxyde de carbone a ete realisee ainsi que decrit 
precedemment . En fin d' operation, on a collecte 0,65 g 
d'une poudre seche de couleur legerement jaune dont un 

10 echantillon a ete observe dans un microscope electronique a 
balayage comme represents sur la photo de la figure 4. On a 
constate que les particules ainsi obtenues sont spheriques, 
peu agglomerees, et la plupart ont un diametre compris 
entre 0,5 et 3 ym. 

15 De plus, 1' analyse par chromatographie en phase 

gazeuse de la teneur en pentanol des particules composant 
cette poudre a conduit a une teneur de 0,1 % en masse. 

Exemple 3 

L'essai realise a 1' exemple 1 a ete reproduit dans des 
20 conditions voisines, a la difference l'on a dissous dans le 
solvant organique un agent de revetement appele « Eudragit 
L100 », constitue d'un polymere acrylique f requemment 
utilise comme excipient pharmaceut ique . On a prepare une 
solution dans le n-pentanol de 10 mg/mL d r «Eudragit L100» 
25 et procede comme . dans.. 1', exemple 1. En fin d' operation, on a 
obtenu une poudre blanche non agglomeree constitute de 
particules d'un diametre compris entre 1 p et 5 yon. 
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Des mesures relatives a la mise en solution de la 
proteine dans un tampon pH 4 ont ete conduites a 37 °C avec 
suivi de la concentration dans l'eau par spectrophotometrie 
UV. La courbe de relargage de la proteine en fonction du 

5 temps est presentee sur la figure 5, montrant que la 
proteine a ete ef f ectivement encapsulee au sein de 1' agent 
de revetement sans effet de relargage immediat lors de la 
raise en contact avec la phase aqueuse. Au contraire, on a 
assiste a un relargage progressif tres regulier de la 

10 proteine pendant 32 heures. 

Exemple 4 : 

L'essai realise a 1' exemple 1 a ete reproduit dans 
des conditions voisines en utilisant une proteine appelee 
lactase. 

15 En fin d' operation, on a collecte 0,67 g de poudre 

fine jaunatre. Des mesures relatives a l'activite 
biologique de la proteine ont ete conduites selon le 
protocole generalertient utilise pour la mesure de l'activite 
enzymatique des lactases. La reaction mise en oeuvre est 

20 l'hydrolyse de 1' 0-nitrOphenyl-galactopyranoside (ONPG) en 
O-nitrophenol et D-galactose, la production de l'O- 
nitrophenol etant suivie par spectrophotometrie a 420 nm. 
La comparaison des activites de la proteine avant et apres 
traitement n' ont pas fait apparaitre de variations 

25 significatives, montrant ainsi que le precede n' altere pas 
l'activite biologique de celle-ci. 
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Exemple 5 

L'essai realise a l 7 exemple 1 a ete reproduit dans les 
memes conditions en utilisant un acide amine, a savoir la 
valine . ....... 

5 On a prepare une solution dans l'eau demineralisee a 

60 mg/mL de valine. L 7 emulsion a ete realisee a pression 
atmospherique a 20°C par agitation rapide d'un melange de 
20 mL de cette solution, de 80 mL de n-pentanol et Ig de 
tensioactif constitue de « Tween 80 ». La mise en contact 

10 avec le dioxyde de carbone a ete effectuee dans les memes 
conditions que precedemment . En fin d r operation, on a 
collecte 1,02 g d'une poudre seche de couleur blanche dont 
un echantillon a ete observe dans un microscope 
electronique a balayage comme represents sur la 

15 photographie de la figure 6 . On a constate ainsi que les 
particules obtenues sont des cristaux agglomeres, la 
plupart ayant un diametre de l'ordre de quelques microns. 

De plus, 1' analyse par chromatographies en phase 
gazeuse de la teneur en n-pentanol des particules composant 

20 cette poudre a conduit a une teneur de 0,1 % en masse. 

Exemple 6 

L'essai realise a 1' exemple 1 a ete reproduit dans les 
memes conditions en utilisant un sucre, a savoir le 
sorbitol . 

25 On a ainsi prepare une solution dans l'eau 

demineralisee a 250 mg/mL de « SORBITOL ». L r emulsion a ete 
obtenue a pression atmospherique a 20°C par agitation 
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rapide d'un melange de 10 mL de cette solution, de 90 mL de 
n-butanol et lg de tensioactif const itue de « Tween 80 ». 
La mise en contact avec le dioxyde de carbone a ete 
effectuee dans les memes conditions que precedemment . En 
fin d' operation, on a collecte 2,1 g d'une poudre seche de 
couleur blanche dont un echantillon a ete observe dans un 
microscope electronique a balayage. On a constate que les 
particules obtenues etaient des fibrilles dont la plupart 
possedaient un diametre de l'ordre de 1 um et une longueur 
de l'ordre de 10 um a 20um. 
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REVINDICATIONS 

1.- Procede d 1 obtention de particules solides a partir 
d'au moms un produit hydrosoluble, caracterise en ce qu' il 
5 comporte les etapes consistant a : 

- raettre en solution ledit produit au sein d'une phase 

aqueuse, 

- realiser une emulsion, ou une micro-emulsion, 
constitute de ce melange aqueux et d' une phase organique 

10 polaire, 

- mettre en contact cette emulsion, ou cette micro- 
emulsion, avec un fluide a pression supercritique, ou un 
gaz liquefie, de fagon que celui-ci extrait la phase 
organique et l'eau, provoquant ainsi la precipitation de 

15 particules solides constitutes du produit hydrosoluble, 

- recueillir les particules ainsi formees. 

2.- Procede suivant la revendication 1 caracterise en 
ce que la phase aqueuse et/ou la phase organique contient 
en solution au moins un agent de revetement. 
20 3.- Procede suivant l'une des revendications 1 ou 2 

caracterise en ce que 1' emulsion ou la micro-emulsion est 
du type eau/huile. 

4. - Procede suivant l'une des revendications 1 ou 2 
caracterise en ce que l f emulsion ou la micro-emulsion est 

25 du type huile/eau/huile. 

5, - Procede suivant l'une des revendications 
precedentes caracterise en ce que le fluide a pression 
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supercritique, ou le gaz liquefie, est du ciioxyde de 
carbone . 

6. - Procede suivant l'une des revendications 1 a 4 
caracterise en ce que le fluide a pression supercritique, 

5 ou le gaz liquefie, est du protoxyde d' azote. 

7. - Procede suivant l'une des revendications 1 a 4 
caracterise en ce que le fluide a pression supercritique, 
ou le gaz liquefie, est du dimethylether. 

8. - Procede suivant l'une des revendications 5 a 7 
10 caracterise en ce que le fluide a pression supercritique 

est constitue d'un melange d T au moins deux des gaz : 
dioxyde de carbone, protoxyde d' azote, dimethylether. 

9. - Procede suivant l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que le 

15 solvant organique polaire est un alcool ayant entre 3 et 10 
atomes de carbone, et de preference entre 4 et 7 atonies de 
carbone, ou un ester forme a partir d'un acide carboxylique 
et d'un alcool ayant au total entre 5 et 12. atomes de 
carbone, ou une cetone ayant entre 5 et 8 atomes de 

20 carbone. 

10. - Procede suivant l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que le 
produit hydrosoluble est constitute d'au moins un principe 
actif , d' interet alimentaire, pharmaceutique, cosmetique, 

25 agrochimique ou veterinaire. 

11. - Procede suivant l'une des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce que le produit hydrosoluble est constitue 
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d'au moins une proteine, ou d'un melange de cette proteine 
avec un agent de stabilisation. 

12.- Procede suivant l'une des revendications 2 a 11, 
caracterise en ce que 1' agent de revetement est constitue 
5 d'au moins un polymere du type utilise dans les industries 
pharmaceutiques ou cosmetiques. 

13.- Procede suivant l'une des revendications 2 a 11 
caracterise en ce que 1' agent de revetement est constitue 
d'au moins un lipide du type utilise dans les industries 
10 pharmaceutiques ou cosmetiques. 

14.- Procede suivant l'une des revendications 
precedentes, caracterise en ce que l'on realise : 

- une alimentation en continu dans une enceinte (15 1 ), 
d'une part du fluide a" pression supercrit ique ou du gaz 

15 liquefie et, d' autre part, de 1' emulsion ou de la micro- 
emulsion et, 

- un soutirage en continu de cette enceinte (15 T ) du 
fluide contenant les particules. 




FIG.2 
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